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人間が自然界の生産物を人間にとって都合の良いように改変 した例として加工デンプ ンやマー
ガリンがあるが,タ ンパク質でこのような例はない。最近のタンパク質工学の新技術により,ア
ミノ酸配列を自由に変え ることができるようになり,タ ンパ ク質固有の機能性を人為的に変換で
きる可能性が現実の ものとなった。 しかし,食品タンパク質の一次構造と機能性との相関は全 く
分かっておらず,た とえタンパ ク質工学の手法でア ミノ酸配列を変えることができたとして も,
その変化がどのような機能を生み出すかを予測することは不可能である。このような視点から大
豆タンパク質を眺めると,分子構造と物性発現との間にある相関を,一 つづつ明らかにすること
が急務 と思われる。
大豆 タンパ ク質は種々の機能性を持っているが,そ れ らは未変性では発現されず,大 抵加熱に
よって発現されることが多い。しかし,加熱で生 じる濁度が原因となり,大豆タンパク質の熱変
性状態に関する情報は今日まで殆んど得 られていない状況である。筆者は,あ る条件で,・β一コ
ングリシニンが加熱後も全く濁らない性質を持つことを見出 した。β 一コングリシニンのこの特
質は,大 豆タンパ ク質の加熱変性研究に始めて分光学的手段の導入を可能にしたことを意味 して
いる。そこで本研究ではβ一コングリシニ ンのこの特徴を利用 して,加 熱変性時の構造状態を二
次構造,三 次構造,四 次構造の レベルか ら解明することを目的とした。得 られた知見を もとに,
物性発現との相関について も考察 した。
第1章 大 豆 タ ン パ ク 質 画 分 に 含 ま れ る グ リ シ ニ ン ・β 一 コ ン グ リ シ
ニ ン 量 の 再 評 価
大豆の全タ ンパク質に占める二大グロブ リン(グ リシニン又はユ1S,β一コングリシニン又は
7S)の割合は70～80%に達すると報告されていた。分画精製の途上で得られるタンパク質画分
の組成を免疫的に定量 した結果,こ れまでの定量値 とは異なった結果が得 られた(Fig.1)。
pH4.8で沈殿する画分(APPと粗7S)の 純度が予想外に悪 く,全抽出物(WBE)の タンパ
ク質組成と大差ないほど大量の残余を含む点が注目された。従来の研究の中にはタンパク質の純
度を考慮 していない報告 も見受けられ るが,分 子構造や相互作用の研究には精製 した試料を用い
るべきであることを指摘 した。
第 皿章 グ リ シ ニ ン と β 一 コ ン グ リ シ ニ ン の 加 熱 に よ る解 離 ・会 合 反
応 に 及 ぼ す イ オ ン 強 度 の 影 響
大豆タンパク質の加熱変性に及ぼすイオン強度の影響について,精 製 したグリシニン(Gyと
略す)と!9一コングリシニン(β 一Cgyと略す)を 用いて検討 した。100℃5分 加熱 した時の
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変性状態を四次構造変化の面から解析 した。変性研究の手段として免疫的手法を用い,未 変性の
Gyとβ一Cgyから作成 した抗血清に対する反応性を追跡することにより変性曲線を作成 した
(Fig.2とFig.3)。同時に濁度曲線も作成 した(Fig.4)。濁度測定と電気泳動分析の結果を
合せて以下の点が明らかになった。Gyとβ一Cgy共,低イオン強度下では解離反応が優勢であ
ったが,イ オ ン強度の増加に伴ないサブユニッ トの会合化が促進された。 さらに高 イオ ン強度に
なると加熱解離に対し,抵抗するようにな り,四次構造を保持したタンパ ク質分子が出現 し始め
た。
第 皿 章/9一 コ ン グ リ シ ニ ン の 加 熱 に よ る 解 離 反 応 に つ い て
一般 に,タ ンパ ク質 は加熱で不可逆的 に凝集 し,定 量的な追求 が困難 と言われ,加 熱変性 に関
ずる研究 は他 と比べて遅れて いた。第 置章で,β 一Cgyが1=0の もとで は加熱後 も全 く濁 らな
いことを見 出 した。 β 一Cgyの蒸留水 溶液(0.5%,pH7.5)を65℃で1-20分 加熱 した試料を
S(p㎏roseCL-6Bでゲ ルロ過 したと ころ,未 変性 β一Cgy(Flg.5,ピー ク1)の 山が経時 的
に減少 し,20分後 には単量体 ピー ク(Fig.5,ピーク2)に 完全 に転移 して いた。
β 一Cgyの解離反応を分子 内部 か ら露 出す るチ ロシン(Tyr)を定量す ることによ り追跡 し解
離 曲線を作成 した。 さ らに,こ れ らのデ ータを速度論的 に解析 した。Fig.6に加熱後冷却 した場
合の β一Cgyの解離曲線を,Fig.7に高温下 における構造変化 を直接 に分光 学的 に観察す る ことに
よって得 られた変性曲線を示 した。Fig,6とFig.7から求め られ るチ ロシンの最大露出数 に大差
が生 じたが,こ の差 は,前 者が加 熱で β一Cgy分子 に解離 とア ンホールデ ィングの構造変化 が起
ているが,そ の後冷却 により再 び リホールデ ィ ング した構造を測定 して いたの に対 し,後 者 は高
温下 に あるβ一Cgy分子の構造状 態を測定 して い る ことの相違 に起因す る。Fig.6とFig.7の
結 果は,一 次反応の機構で説 明で きたので,一 次式で プ ロットし速度定数(たsec一1)を,次にア
レニ ウスの式か ら活性化 エネルギ ー(Ea)を 求 めた(Fig.8)。β一Cgyの熱 変性は比較 的低エ
ネルギーで起 ることが分か った。
第N章 加熱解離体か らβ一コングリシニン四次構造の再構成
加 熱で解 離 した単 量 体(3.4S)が,外 か ら加え られ る塩 によ って 四次 構造を復元 し,1元の β
一Cgy(7S)を再構成 することを見出 した。Native系電気泳動でRm謡0.65の 位置 に移動 した
解離体成分 は,塩 濃度 に比例 して次第 に消失 し,代 ってRm訟0.1の 成 分が増加 した(Fig,9)。
この成分 は未変性 β一CgyのRmと 一致 し,さ らに,二 次構造,三 次構造,四 次構造 も復元 して
い ることが 明 らかにな った。 単量体が塩添加 によ り元の三量 体を復 元 した事実 は,解 離 したサブ
ユ ニ ッ トの内部構造があま り破壊 されてお らず,native状態に近い ことを示唆 して い る。
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第V章 加 熱 変 性/9一 コ ン グ リシ ニ ン の 構 造 研 究
本章では種々の分光学的手段を用いて,β 一Cgyの熱変性状態を構造レベルか ら解析 した。ま
ず,β 一Cgyの各温度における分子形の変化を固有枯度(〔η〕)を測定 して検討 した(Fig.ユ0)。
溶媒が水の場合は,溶 質分子の荷電効果が原因 して大きい値 となるがこの値は真の分子形を表示
していない(Fig.10,カーブ1)。0.01MNaC1を添加 して荷電効果を除去 したところ,〔η〕
篇10の値が得 られた。また,予想に反 してβ一Cgyの固有粘度は75℃まで殆んど変 らず,0.01M
NaC1の系では90℃でも 〔η〕=12,5を示すにすぎず,ラ ンダムコイル(〔η〕醤47.5)と比べ
るとかなり低い値に留まった。固有粘度か ら予想される熱変性状態は,ア ンホールディングの程
度は部分的なもので,極 端に進行 していないと結論された。
しか し溶媒中に十分量の塩(1;0.5)が存在すると,80℃以上で 〔η〕が急上昇 した(Fig.
ユ0,カーブ3)。これは,加熱で解離したサブユニッ ト分子が周辺に十分な塩が存在す るイオン雰
囲気の元で,容 易に会合し合い,高 分子量の凝集体を形成 した結果であると解釈された。
CDスペク トルの結果は二次構造的に秩序構造が保持されていることを示 していた。
次に,β 一Cgyの側鎖の状態をチロシンの挙動か ら追求 した。β一Cgyに含まれる29コのTyr
は,差 スペク トルと分光滴定により,β 一Cgy分子上での分布をTable1のように特定す ること
ができた。β一Cgyの分子内部に含まれる17コのTyr残基が,加 熱によって露出される状況を
Fig.7の曲線から解析 した。その結果,(A〕高温下で露出されるが,冷 却で リホール ドするTyr,
(B)高温下で も露出しないTyr,(C}加熱で露出するが冷却後に復元せず,サ ブユニット接触域
か ら露出したと考えられるTyr,の三つのグループに分類することができた(Fig,11)。87℃で
はサブユニット内部に存在する9コ のTyrのうち70%に相当する6コの残基を露出することか ら,
β一Cgyの側鎖構造は大きく崩れていると推定された。
以上の知見に基づいて,β 一Cgyの熱変性状態は,高温下では側鎖構造をかなり崩壊す るが,
主鎖部分には秩序構造を残 していることから,不完全変性状態であると考えられた。冷却により
崩壊 していた側鎖構造は可逆的にリホール ドすることか ら,加熱後冷却 した分子は未変性構造に
近い状態まで巻き戻 ると推察された。
第VI章 β一コング リシニンの脂肪酸塩によ る変性にっいて
前章までの研究によ り,β一Cgyの熱変性状態はこれまで考えられていたよりも秩序構造を多
く残 した不完全変性状態であると予想された。この不完全変性状態が大豆タンパ ク質の食品機能
性を制限 している理由の一つに考え られた。そこで本章では,熱 エネルギーとは異なり,タ ンパ
ク質の疎水領域に親和性を示すことが期待される脂肪酸塩をとりあげて相互作用を検討した。
炭素鎖長C8とCloの脂肪酸塩のβ一Cgyに対する結合等温線は,Langmuir結合と協同結合
の二つの領域からできていた(Fig.12一下図)。Clo-Naのβ一Cgyへの結合は,サ イ ト数3コ,
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結合定数660M噂1と 弱 い ものであ った。 リガ ンドの結合 に伴 な うβ一Cgyの構造変化 を追求 し
た。 〔θ〕職 か ら測定 した変 性曲線(Fig.12一上 図)は 二次構造 変化が結合等温線 とほぼ完全 に
一 致す ることを示 して いた。Langmuir結合領域で は分 子構造 に変化 が認 め られ ないが,結 合
数が30コ以上 にな るとタ'ンパ ク質分子 に小 さな構造変化 が認め られ るようにな った。
脂肪酸塩で処理 した大 豆 タンパ ク質(APP)溶 液 を凍結 し,ゲ ル化 を生ず るか否 かを調べ た。
未加熱溶液(APP)と100℃5分 加熱処理 したAPP溶 液を用いて検討 した結 果,0.1M～1.OM
のC6,0.1M付 近 のC8,0.01M付近のC1。,の限定された濃度域でのみ,ゲ ル化 を生 じた
(Fig.13とFig。14)。この結果は大豆 タ ンパ ク質 の物性発現 に至適構造状態が存在 す ることを示
した例 と して注 目され る。
第 ㎎ 章 β 一 コ ン グ リ シ ニ ン の 分 子 構 造 と 食 品 機 能 発 現 に つ い て
これまで,大 豆 タンパ ク.質(車として β一Cgy)の熱変性状態について検討 し,分子構造に関
して一定の見解を示すことができた。また,脂 肪酸塩で処理 した場合の分子構造 と食品機能発現
との相関について知見を得ることができた。本章では,本 研究で明らか.にされた新知見に基づい
て分子構造と物性発現との関係について言及したい。
(1)β 一 コ ング リシ ニ ンの 加熱 凝 集 体 とゲ ル化 との 関 係 に つい て
第 皿章で溶液のイオ ン強度を操作するだけで,Fig.3に示すような様々な程度に変性 したβ一
Cgy溶液を調製できることを報告 した。これらのタンパク質分子がゲル化とどのように関連す る
かにっいて検討 した。まず,ゲ ルロ過により加熱生成物(解 離体,凝 集体,未 変性分子)の 組成
を解析 した(Fig.15)。イオン強度の増加 に伴って解離 したサブユニットが会合し,次第に高
分子量の凝集体を形成する状態が三次元グラフ上に明確に表現されていた。次に,粗7S試 料を
用いて,凍 結によるゲル形成を追求した。Fig.16の不溶化曲線が示 しているように,ゲル化は高
分子量の凝集体を含む試料液か ら生 じることが明 らかになった。従うて,大 豆タ ンパ ク質をゲル
化させるには加熱変性時に凝集反応を起すことが重要であり,適度に会合した凝集体(strands)
ができ上っていれば,保 水性の高いゲルネットワークが形成されると結論された。
(2)Ca凝 集 ゲ ル へ の 応 用
大豆 タンパク質の最 も一般的な利用形態はCaで凝固 した豆腐の形をとることが多い。 豆腐や
凍豆腐の製造法には経験的に知 られているい くつかの厳守 しなければならない操作条件がある。
豆乳濃度や凝固温度などがそれであるが,こ れらの点に関 して も,分子構造との関連から考察を
試みた。
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加熱によって生 じる濁度が原因 し,これまで不明であった大豆タンパク質の変性状態を,β 一
Cgyの加熱変性機構の解析を通 して分子構造 レベルか ら解析す ることができ,以下のような新知
見を得た。
β一Cgyの溶液系から塩類を完全に除去すると,中 性付近で100℃の加熱を行なって も全 く濁
らないことを見出 した。三量体ふ ら成るβ一Cgyの四次構造は加熱で破壊され,定 量的にサブユ
ニ ットを解離 した。 この解離反応をチロシンの露出を指標として直接に分光学的に観察 し変性曲
線を得た。加熱変性β一Cgy分子の構造を解析 し,熱変性状態は ランダムコイル状ではなく,不
完全変性状態であることを明 らかにした。
β一C即 の分子構造と物性発現との関係を追求 し,加熱処理 したβ一Cgy溶液がゲル化す るに
は加熱で形成された解離体が凝集 し,適度な大きさのstIandsに成長 している必要があることを
明らか にした。
β一Cgyの加熱変性を研究する中か ら,タ ンパ ク質の構造を加熱で変換させるには限界があり,
特に,疎 水領域の改変を期待できないことが類推された。この点を補う目的で脂肪酸塩とβ一Cgy
の相互作用を検討した。得 られた構造上の知見とゲル化発現との開係を追求 し,β一Cgyの疎水
領域を適度 にゆらいだ状態(IDF)にすることが至適条件であることを明らかにした。このIDF
状態は加熱では作り出せない種類のものと推定された。IDF状 態のβ一Cgy分子はゲル化の前
段階としてstrandsを形成する必要がなく,β一Cgy分子を単位と して直接的にゲルネットワニ
クを形成するコースをとり,加熱ゲル化とは機構を異にする新たなメカニズムであることを提案
した。
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審 査 結 果 の 要 旨
食品タンパク質の機能発現を分子構造に関連づける試みは多 くの期待にもかかわらず,極 く一
部のタンパク質で行なわれているにすぎない。その大きな理由の一つは,加熱により白濁 してし
まうため構造解析手段が限定され,熱 変性状態の解析が遅れている点があげられる。本研究では
大豆 タンパ ク質の熱変性研究に分光学的手段の導入を 目的として,β 一コング リシニンの解離会
合反応を検討する中から加熱後も濁らない条件を見出すことに成功し,これまで不明であった β
一コングリシニンの熱変性状態を明らかにすると共に,ゲル化発現との関係について新 しい考え
方を提出した。
β一コングリシニンは溶液からイオ ン強度を取 り除いた蒸留水(pH7.0-8.0)中では100℃
長時間加熱後も濁らなかった。この特性を利用 し分子内部に埋没 しているチロシンの挙動を追跡
した。その結果,β 一コングリシニンの加熱変性曲線の作成に成功 し,加熱変性を速度論的に解
析できた。
著者はさらに,加熱解離体の分子構造について分光学的手法および流体力学的諸特性㊧測定に
より解析 した。その結果,解 離体の側鎖構造は高温下でその70%まで崩壊するが,こ の部分は冷
却後可逆的にリホール ドすること,また主鎖部分は高温下でも秩序構造を残 した状態であること
を明らかにし,これまでに考えられていた ようなランダムコイル状ではなく,不完全変性状態で
あることを明らかに した。このように大豆タンパク質の熱変性状態を特定 したのは本研究が最初
である。
このような不完全変性状態にあるβ一コングリシニンからゲル化を発現 させ るには,溶液のイ
オン強度を上げて単量体の凝集化を促 し適度な大きさのstrandを形成することが必要であること
を明らかにした。
さらに,熱 エネルギーがタンパ ク質の疎水領域を改変させるかが弱いことから疎水領域に親和
性を示す脂肪酸塩をとり上げ,β 一コングリシニンとの相互作用を解析した。その結果,分 子表
面付近の疎水領域をゆらいだ状態にすることがゲル化発現に適'していることを明らかにできた。
以上,本 論文はいくつかの新 しい知見を含み,食 品タンパク質の分野に寄与するところ多大で
ある。よって,審査員一同,著者は農学博士の学位を授午される資格を有するものと判定 した。
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